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(54) PEPTIDES SYNTH ETIQUES OU NATURELS LIANT LA PROTEINE PHOSPHATASE 2A, METHODE 
D'IDENTIFICATION ET UTILISATIONS. 

L'invention a trait a de nouveaux peptides syntheti- 
ques ou naturels utiles en particulier dans le traitement des 
infections virales ou parasitaires ou dans le traitement de tu- 
meurs, lesdits peptides etant d'une taille inferieure a 30 aci- 
des amines, de preference 20 acides amines, et 
caracterises en ce qu'ils lient, in vitro, une holoenzyme pro- 
teine phosphatase de type 2A ou Tune de ses sous-unites. 
L'invention a aussi trait a une methode d'identification de 
tels peptides, et a leurs utilisations. 
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PEPTIDES SYNTHETIQUES OU NATURELS LIANT LA PROTEINE 
PHOSPHATASE 2A, METHODE D'IDENTIFICATION ET UTILISATIONS 

L'invention a trait a de nouveaux peptides, synthetiques ou naturels 
utiles en particulier dans le traitement des infections virales ou parasitaires 
ou dans le traitement de tumeurs, lesdits peptides etant d'une taille 
inferieure a 30 acides amines, de preference 20 acides amines, et 
caracterises en ce qu'ils lient, in vitro, de maniere specifique, une 
holoenzyme proteine phosphatase de type 2A ou I'une de ses sous-unites. 
L'invention a aussi trait a une methode d'identification de tels peptides, et a 
leurs utilisations. 

Etant donne le role des peptides de l'invention dans la modulation de 
I'activite de la proteine phosphatase 2A cellulaire, il est important de 
rappeler en introduction les connaissances actuelles sur les proteine 
phosphatases 2A, leur role physiologique et leurs interactions avec 
certaines proteines cellulaires, virales ou parasitaires. 

La physiologie de la cellule est controlee en partie par la modulation 
de I'etat de phosphorylation des proteines. L'etat de phosphorylation des 
proteines cellulaires depend de Taction antagoniste des proteine kinases 
qui les phosphorylent et des proteine phosphatases qui les 
dephosphorylent. 

Les proteine phosphatases sont divisees en deux groupes 
principaux: les tyrosine phosphatases et les serine/threonine 
phosphatases. Les serine/threonine phosphatases sont classees en deux 
categories selon la specificite de leur substrat et leur sensibilite a certains 
inhibiteurs, les phosphatases de type 1 (PP1) et les phosphatases de type 
2 (PP2). Les phosphatases de type 2 se divisent encore en differentes 
classes, incluant la phosphatase 2A (PP2A), la phosphatase 2B ou 
calcineurine dont I'activite est regulee par le calcium, et la phosphatase 2C 
(PP2C) dont I'activite est regulee par le magnesium. 
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On sait maintenant que les phosphatases de type 2A sont tres 
conservees au cours de 1'evolution et sont potentiellement impliquees dans 
la regulation de nombreux processus biologiques. Les enzymes PP2A ont 
clairement ete impliquees dans la regulation de la transcription, le controle 
du cycle cellulaire ou de la transformation virale. En outre, les PP2A sont la 
cible de differentes proteines virales ou parasitaires, suggerant un role des 
PP2A dans les interactions hotes-pathogenes. 

Les PP2A sont des complexes oligomeriques (holoenzymes) 
comprenant chacun, une sous-unite catalytique (C) et une ou deux sous- 
unites regulatrices, (A) et (B). La structure de la sous-unite (A) consiste en 
15 repetions imparfaites d'une sequence d'acides amines conservee de 38 
a 40 acides amines, dont certaines interagissent avec les sous-unites (B) et 
(C). Les sous-unites (A) et (C), conservees au cours de revolution, 
constituent la structure de base de I'enzyme et sont exprimees 
constitutivement. Au contraire, les sous-unites (B) constituent une famille 
de proteines regulatrices non reliees par une structure commune et 
differentiellement exprimees (Cohen P. The structure and regulation of 
protein phosphatases. Annu Rev Biochem 1989 ; 58 : 453-508). Ainsi, Les 
proteine phosphatase 2A existent in vivo sous deux classes de forme 
differente : une forme dimerique (AC) et une forme trimerique (ABC). Les 
sous-unites (B) regulent I'activite phosphatasique et la specificite vis-a-vis 
du substrat. L'existence de formes multiples de PP2A est correlee a des 
fonctions distinctes et variees des PP2A in vivo. 

Recemment, differentes proteines non cellulaires, et en particulier 
des proteines virales et parasitaires ont ete impliquees dans la modulation 
de certaines activites specifiques des proteine phosphatase 2A. 

Differentes strategies impliquant PP2A ont ete adoptees par les virus 
pourfaciliter leur replication et leur survie dans la cellule hote. Par exemple, 
le parainfluenza virus incorpore dans sa particule virale la proteine PKC 
proteine d'origine cellulaire sous le controle de PP2A. Ceci lui permet de 
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perturber la phosphorylation des proteines de son note et de faciliter sa 
propre replication (De BP, Gupta S., Barnejee AK. Cellular protein kinase C 
% regulates human parainfluenza virus type 3 replication. Proc. Natl. Acad 
Sci USA 1995; 92 :5204-8). 

Plusieurs virus a ADN ayant un pouvoir transformant, tels que les 
papovae ou les adenovirus, de meme que certains retrovirus, tels que le 
virus de I'immunodeficience humaine type 1 (VIH-1) codent pour des 
proteines qui interagissent directement avec certaines PP2A de I'hote. 
Tous ces virus comprennent des proteines qui bien que structurellement 
differentes, interagissent avec certaines holoenzymes et en modifient 
I'activite phosphatasique. 

II a ete montre en particulier que la proteine E4orf4 des adenovirus 
se lie a une PP2A heterotrimerique, et plus precisement a une sous-unite 
regulatrice (B), ce qui entrame une diminution de la transcription de JunB 
dans la cellule infectee. Cet effet pourrait jouer un role important durant 
Tinfection virale en regulant la reponse apoptotique des cellules infectees. 
De maniere interessante, il a aussi ete montre que I'interaction de E4orf4 
avec PP2A induit I'apoptose des cellules transformees d'une maniere p53- 
independante (Shtrichman R.et al. Adenovirus type 5 E4 open reading 
frame 4 protein induces apotosis in transformed cells. J. Virol. 1998 ; 72 ■ 
2975-82). 

Les virus generant des tumeurs de la famille des Papovae, incluant 
SV40 et le virus du polyome, induisent la transformation cellulaire. II a ete 
montre que PP2A interagit avec I'antigene « petit T » de SV40 ou du 
polyome ainsi qu'avec la proteine transformante « moyen T » du polyome. 
Ces interactions de proteines virales avec PP2A ont ete clairement 
impliquees dans la transformation virale. Enfin, la regulation 
transcriptionnelle, un processus normalement realise dans la cellule par les 
differents facteurs se fixant specifiquement sur des sequences regulatrices 
promotrices, represente probablement le mecanisme le plus important 
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implique dans le controle de I'expression viraie par PP2A. Ainsi, il a ete 
demontre que PP2A est un regulateur negatif de nombreux facteurs de 
transcription impliques notamment dans les processus de croissance et de 
proliferation cellulaire, incluant AP1/SRE, NF-kB, Sp1 et CREB (Waszinski, 
B.E., Wheat W. H., Jaspers S., Peruski L.F., JR Lickteig R.L, Johnson 
G.L., and Klemm D.J. Nuclear protein phosphatase 2A dephosphorylates 
protein kinase A-phosphorylated CREB and regulates CREB 
Transcriptional stimulation. Mol Cell Biol. 1993 13, 2822-34). La regulation 
viraie de ces facteurs de transcription permettrait de moduler la 
transcription viraie. 

La proteine viraie de VIH-1, Vpr, interagit in vitro avec PP2A et 
stimule I'activite catalytique de PP2A (Tung L, et al, Direct activation of 
protein phosphatase 2A0 by HIV-1 encoded protein complex Ncp7 :vpr. 
FEBS Lett 1997 ; 401 : 197-201). Vprpeut induire I'arret en G2 des cellules 
infectees en inhibant I'activation du complexe p34cdc2-cycline B. D'autre 
part, Vpr interagit avec le facteur de transcription Sp1 et est un trans- 
activateur faible de la transcription de VIH-1 Sp1 dependante. Ainsi, la 
proteine Vpr tie VIH-1, qui est incorporee dans le virion, serait impliquee in 
vivo dans I'initiation de la transcription viraie, une etape evidemment 
essentielle pour reguler I'expression du facteur de transcription Tat (un 
regulateur majeur de la transcription code par le virus VIH-1). 

Au contraire du role bien etabli des proteine kinases dans les 
infections parasitaires, c'est seulement au cours de ces trois dernieres 
annees que les serine/threonine phosphatases ont commence a etre 
reconnues comme etant des regulateurs potentiels importants dans le 
domaine de la parasitologic. 

Initialement, deux serine-threonine phosphatases, Ppp et PfPP ont 
ete identifies dans Plasmodium falciparum. La presence d'activite 
phosphatasique de type 1 et de type 2A dans le parasite a ete demontree 
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par des etudes enzymologiques. Demierement, des enzymes parasitaires 
PP2A et PP2B ont ete purifiees. 

Les serine/threonine phosphatases ont ete recemment etudiees 
chez Theileria parva, un autre protozoaire proche de P. falciparum qui 
parasite les bovins. Les cellules hotes, monocytes et leucocytes, qui sont 
infectees par le parasite sont transformees, ce qui se traduit par une 
leucemie chez I'animal. Les parasites purifies de cellules infectees par 
Theileria expriment une proteine kinase CK2a. Or, la sous-unite CK2a 
interagirait avec PP2A pour moduler positivement son activite (Heriche H., 
et al, Regulation of Protein Phosphatase 2A by direct interaction with 
casein kinase 2a. Science 1997 ; 276 : 952-5). Aussi, la modulation de la 
PP2A via I'expression de la sous-unite CK2a pourrait etre a la base du 
blocage de deux voies de signalisation dans la cellule parasitee, celle des 
MAP-kinases (Chaussepied M., et al. Theileria transformation of bovine 
leukocytes : a parasite model for the study of lymphoproliferation. Res 
Immunol. 1996; 147: 127-38) et celle de la proteine kinase B (Akt) (M. 
Baumgartner, M. Chaussepied, MF Moreau, A. Garcia, G. Langsley. 
Constitutive PI3-K activity is essential for proliferation, but not survival, of 
Theileria parva - transformed B Cells. Cellular Micriobiol. (2000) 2, 329- 
339). 

L'absence de motifs communs a I'ensemble des proteines 
interagissant avec PP2A empeche ['identification bio-informatique des 
motifs peptidiques directement impliques dans la liaison de ces proteines 
avec PP2A. 

Or, etant donne le role majeur des proteine phosphatases 2A dans 
les interactions virus-hotes ou parasites-hotes tel que resume ci-dessus, on 
comprend I'interet d'identifier les sites de liaison des proteines virales ou 
parasitaires avec les holoenzymes PP2A ou I'une de leurs sous-unites, afin 
d'identifier de nouvelles cibles therapeutiques pour ces pathogenes, viraux 
ou parasitaires. 
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En particulier, identification des peptides interagissant avec PP2A 
permettrait de produire de nouveaux medicaments susceptibles de bloquer 
par inhibition competitive les mecanismes cellulaires induits par les 
proteines virales ou parasitaires via leur interaction avec PP2A et en 
particulier les mecanismes d'infection, de proliferation des pathogenes et 
de transformation des cellules. 

invention s'interesse a des moyens d'identifier des peptides de 
taille reduite, liant une holoenzyme PP2A ou I'une de ses sous-unites. Au 
contraire des proteines natives ou domaines polypeptidiques de taille 
importante, des peptides de taille reduite ont I'avantage d'etre aisement 
synthetises, par voie chimique ou en systemes cellulaires, avec un 
rendement important et un cout reduit. Les peptides de I'invention sont en 
outre plus stables et plus facilement transferes dans le cytoplasme ou dans 
le noyau des cellules a I'aide de vecteurs appropries, en vue d'une 
utilisation therapeutique. 

invention decoule de la demonstration qu'il est possible d'identifier 
des peptides, d'une taille inferieure a 30 acides amines, et notamment des 
peptides d'une taille inferieure a 20 acides amines interagissant avec une 
holoenzyme PP2A ou I'une de ses sous-unites. 

En particulier, les inventeurs ont montre que ['utilisation de la 
technique des « SPOT synthesis » decrites par Frank et Overwing 
(Methods in Molecular Biology, 1996, vol. 66 : 149-169, Epitope Mapping 
Protocols edited by : G.E. Morris Humana Press Inc., Totowa NJ) permet 
d'identifier les sites de liaison des proteines interagissant avec une 
holoenzyme PP2A ou I'une de ses sous-unites. 

Les inventeurs ont par exemple identifies des peptides d'une taille 
inferieure a 20 acides amines, interagissant in vitro avec I'holoenzyme 
PP2A purifiee ou I'une de ses sous-unites, lesdits peptides etant derives de 
la proteine Vprde VIH-1 ou de la proteine CK2a du parasite T. parva. Des 
antagonizes derives de ces peptides et selectionnes parce qu'ils inhibent 
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I'interaction des proteines virales ou parasitaires avec une holoenzyme 
particuliere de PP2A pourraient ainsi constituer de nouveaux agents 
antitumoraux, antiviraux ou antiparasitaires. 

L'invention porte sur une methode d'identification d'un peptide dont 
la sequence est issue d'une proteine viraie, parasitaire ou cellulaire, ledit 
peptide liant specif iquement une holoenzyme proteine phosphatase de type 
2A ou I'une de ses sous-unites, ladite methode comprenant les etapes 
consistant a : 

a) deposer sous forme de spots, sur un support, des peptides dont la 
sequence est issue d'une proteine viraie, parasitaire ou cellulaire, 
chaque spot correspondant au depot d'un peptide de sequence 
definie, 

b) mettre en contact le support solide avec une solution contenant une 
holoenzyme proteine phosphatase 2A ou I'une de ses sous-unites 
dans des conditions permettant aux peptides presents sur le 
support, de lier I'holoenzyme ou I'une de ses sous-unites, et, 

c) a identifier sur le support solide, le peptide sur lequel se fixe la 
proteine phosphatase 2A ou I'une de ses sous-unites. 

Selon I'etape a), differents peptides sont deposes sur un support 
solide a des positions definies (« spot »), chaque position correspondant a 
une sequence peptidique specifique et I'ensemble formant ainsi un reseau 
de peptides (« array ») a deux dimensions. Differentes methodes de 
preparation de tels reseaux ont ete decrites recemment (pour revue, Figeys 
et Pinto, 2001 Electrophoresis 22 : 208-216 ; Walter et al., 2000 Curr Opin 
Microbiol 3 : 298-302). L'ensemble de ces methodes comprend en general 
la fixation covalente de peptides sur un support, en particulier a I'aide de 
lieurs (linkers) chimiques. A titre d'exemple, I'homme du metier pourra 
notamment se reporter a la technique des « SPOT synthesis » consistant a 
synthetiser directement sur une membrane de cellulose, des peptides 
comprenant jusqu'a 20 residus (Frank et Overwing, Methods in Molecular 
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Biology, 1996, vol. 66: 149-169, Epitope Mapping Protocols edited by: 
G.E. Morris Humana Press Inc., Totowa NJ). 

De maniere generate, toute methode peut etre utilisee des lors que 
celle-ci permet I'obtention d'un reseau de peptides deposes sur un support 
solide, utilisable pour detecter des interactions specifiques entre les 
peptides deposes et des composes particuliers. 

De fagon tres preferee, I'ensemble des sequences de peptides 
deposes recouvre la sequence complete de la proteine virale, parasitaire 
ou cellulaire dont ces sequences sont issues. Ainsi, le procede permet de 
tester en une seule etape la sequence complete d'une proteine donnee, 
celle-ci etant « sectionnee » en un nombre fini de peptides, de sequences 
generalement chevauchantes. 

Dans un mode de realisation prefere, les peptides deposes sous 
forme de spot sont d'une taille inferieure a 20 acides amines, et mieux, 
d'une taille inferieure a 15 acides amines. 

Dans un autre mode de realisation particulier, les peptides sont 
deposes sur une membrane de cellulose. 

Le reseau ainsi obtenu est mis en contact a I'etape b), avec une 
holoenzyme proteine phosphatase de type 2A ou I'une de ses sous-unites. 

Par « holoenzyme proteine phosphatase de type 2A », il faut 
comprendre tout complexe dimerique (AC) ou heterotrimerique (ABC), 
purifie d'un extrait cellulaire ou reconstitue apres purification des deux 
sous-unites (A) et (C) d'une proteine phosphatase de type (2A) et le cas 
echeant d'une sous-unite (B). Les proteine phosphatases de type (2A) sont 
de preference issues de mammiferes. 

Les supports sont incubes par exemple dans une solution tampon 
comprenant les proteine phosphatase purifiees ou I'une de leurs sous- 
unites purifiees. Une solution tampon utilisable est le TBS (TRIS BORATE) 
contenant 5% de regilait ecreme et 3% de BSA. 

Le peptide sur lequel se fixe I'holoenzyme proteine phosphatase de 
type 2A est identifie en general par le marquage direct ou indirect de la 
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proteine phosphatase et ('identification des spots au niveau desquels s'est 
fixe la proteine marquee. La fixation de la PP2A ou I'une de ses sous-unites 
au niveau de I'un des spots de peptides peut ainsi etre revelee en 
particulier a I'aide d'antiserums, selon les techniques classiquement 
utilisees pour le Western Blot ou le test ELISA en phase solide, apres 
incubation du support contenant le reseau de peptides avec un anticorps 
dirige contre les sous-unites (A) ou (B) ou (C) ou un melange d'anticorps 
dirige contre ies sous-unites (A), (B) ou (C) de PP2A. 

L'application de la methode de I'invention definie ci-dessus conduit a 
('identification de peptides, notamment utiles dans le traitement de 
certaines infections virales ou parasitaires, d'une taille inferieure a 30 
acides amines, voire inferieure a 20 acides amines, lesdits peptides etant 
capables de lier in vitro une holoenzyme proteine phosphatase de type 2A 
ou I'une de ses sous-unites. 

Des lors, en utilisant ses connaissances generates dans le domaine 
de la synthese peptidique, I'homme du metier peut produire des peptides, 
derives des fragments de peptides identifies par la methode de I'invention 
presentant les proprietes avantageuses decrites ci-dessus. 

Par consequent, I'invention vise un peptide, naturel ou synthetique, 
d'une taille inferieure a 30 acides amines, de preference inferieure a 20 
acides amines, caracterise en ce qu'il lie in vitro, de maniere specifique, 
une holoenzyme proteine phosphatase de type 2A ou I'une de ses sous- 
unites, (A), (B) ou (C). Par liaison specifique, il faut comprendre que le 
peptide est capable d'inhiber de maniere competitive la liaison d'une 
proteine d'origine virale ou parasitaire avec des PP2A. 

Dans un mode de realisation prefere de I'invention, le peptide de 
I'invention est caracterise en ce qu'il s'agit d'un fragment d'une proteine 
virale, parasitaire ou cellulaire, ladite proteine liant in vitro une proteine 
phosphatase de type 2A ou I'une de ses sous-unites, ou d'une sequence se 
distinguant du fragment de proteine precedent par substitution ou deletion 
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d'acides amines, ladite sequence distincte conservant neanmoins les 
proprietes de liaison a une proteine phosphatase de type 2A ou I'une de 
ses sous-unites. 

En particulier, une sequence distincte est une sequence peptidique 
augmentant I'affinite de liaison a la proteine phosphatase de type 2A ou 
I'une de ses sous-unites par rapport a la sequence dont elle derive. Une 
autre sequence distincte telle que definie plus haut est une sequence 
peptidique homologue a une sequence peptidique identifiee initialement, 
c'est-a-dire une sequence derivee d'une proteine d'une autre espece que la 
sequence peptidique identifiee initialement, et dont la sequence primaire 
peut etre alignee avec la sequence peptidique identifiee initialement a I'aide 
d'un programme d'alignement optimal classiquement utilise, tel que le 
programme BESTFIT (Wisconsin Genetics Software Package, Genetics 
Computer Group, GCG). En particulier, une sequence A sera consideree 
comme homologue a une sequence B si lesdites sequences A et B 
presentent au moins 50% d'identite, de preference 75% d'identite, apres 
alignement des sequences a I'aide d'un programme d'alignement optimal 
tel que le programme BESTFIT. De maniere encore preferee, deux 
sequences sont aussi considerees homologues si les sequences sont 
quasi-identiques a I'exception de quelques residus pouvant representor 10 
a 20% de variability sur la sequence totale. Par ailleurs les acides amines 
de meme fonction chimique (telles que par exemple, Arg et Lys) sont 
consideres comme equivalents. Les peptides a analyser pour leur liaison 
avec une PP2A ou I'une de ses sous-unites, sont en general choisis parmi 
des fragments de proteines virales, parasitaires ou cellulaires, lesquels 
proteines ont ete montrees interagir in vivo ou in vitro avec une proteine 
phosphatase de type 2A. 

De telles proteines virales, parasitaires ou cellulaires sont en 
particulier choisies parmi I'une des proteines suivantes : antigene t de SV40 
ou de polyome, antigene moyen t de polyome, sous unite de PP2A de type 
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B (B, B\ B"), CK2a, CaMIV, p70S6-kinase, Pak1/Pak3, Tap42/alpha 4, 
PTPA, Set/I1/I2-PP2A, E4orf4, tau, Vpr ou CD28, CCXR2 (recepteur de 
chemokine). 

Un peptide de I'invention particulierement prefere est un fragment de 
la proteine Vpr du virus VIH, en particulier un fragment de la proteine Vpr 
du virus VIH-1 ou VIH-2, ou une sequence se distinguant du fragment de 
proteine precedent par substitution ou deletion d'acides amines, ladite 
sequence distincte conservant neanmoins les proprietes de liaison a la 
proteine phosphatase de type 2A ou I'une de ses sous-unites. 

De maniere encore preferee, un peptide selon I'invention est 
caracterise en ce qu'il est inclus dans I'une des sequences suivantes : 

a) VEALIRILQQLLFIHFRI (SEQlDNO:1), 

b) RHSRIGIIQQRRTRNG (SEQ ID NO:2), ou, 

c) une sequence se distinguant de SEQ ID NO :1 ou SEQ ID 
NO :2 par substitution ou deletion d'acides amines, ladite 
sequence distincte conservant neanmoins les proprietes 
de liaison pour la proteine phosphatase de type 2A ou 
I'une de ses sous-unites. 

Parmi les peptides de sequences se distinguant de SEQ ID NO :1 ou 
SEQ ID NO :2 par substitution ou deletion d'acides amines, et entrant dans 
le cadre de I'invention, on citera plus particulierement les peptides dont la 
sequence est incluse dans I'une des sequences de la proteine Vpr des 
differents variants du type VIH-1, VIH-2 et de SIV, et correspondant aux 
sequences homologues chez ces variants de SEQ ID NO :1 ou SEQ ID 
NO: 2. 

On peut citer notamment les sequences VEALIRILQQLL (SEQ ID 
NO : 6), ALIRILQQLLFI (SEQ ID NO : 7), IRILQQLLFIHF (SEQ ID NO : 8), 
ILQQLLFIHFR (SEQ (D NO: 9), RHSRIGIIQQRR (SEQ ID NO: 10), 
SRIGIIQQRRTR (SEQ ID NO : 11) et IGIIQQRRTRNG (SEQ ID NO : 12) 
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correspondant aux dodecapeptides identifies comme liant la sous-unite A 
de PP2A. 

Un peptide prefere selon I'invention est un peptide choisi parmi I'une 
des sequences SEQ ID NO :1 ou SEQ ID NO :2 et caracterise en ce que 
son administration induit I'apoptose des cellules tumorales. 

Un autre mode de realisation prefere de I'invention fournit un peptide 
caracterise en ce qu'il derive d'un fragment de la proteine CK2a. En 
particulier, le peptide, naturel ou synthetique, est caracterise en ce qu'il 
derive d'un fragment de la proteine CK2a du parasite Theileria parva. 

De maniere encore preferee, un peptide selon I'invention est 
caracterise en ce qu'il est inclus dans I'une des sequence suivantes : 

a) RKIGRGKFSEVFEG (SEQ ID NO :3), 

b) TVTKDCVIKILKPVKKKKIKREIKILQNL (SEQ ID NO: 4), 

c) KILRLIDWGLAEFYHP (SEQ ID NO: 5), 

d) Une sequence homologue de SEQ ID NO :3, SEQ ID NO :4 ou SEQ 
ID NO :5 derivee de P. falciparum ou leishmania, ou, 

e) une sequence se distinguant des sequences mentionnees ci-dessus 
par substitution ou deletion d'acides amines, ladite sequence 
distincte conservant neanmoins les proprietes de liaison a la 
proteine phosphatase 2A ou I'une de ses sous-unites. 

Parmi les peptides se distinguant des sequences SEQ ID NO : 3, 
NO : 4 ou NO :5, on peut citer notamment les sequences du site 1 
(RKIGRGKFSEVFEG) (SEQ ID NO: 3), et notamment le peptide de 
sequence RKIGRGKFSEVF et le peptide de sequence IGRGKFSEVFEG 
ou les sequences du site 2 (TVTKDKCVIKILKPVKKKKIKREIKILQNL) 
(SEQ ID NO : 4) notamment les peptides suivants : 
TVTKDKCVIKIL (SEQ ID NO : 13), 
TKDKCVIKILKP (SEQ ID NO : 14), 
DKCVIKILKPVK (SEQ ID NO: 15), 
CVIKILKPVKKK (SEQ ID NO : 16), 
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IKILKPVKKKKI (SEQ ID NO : 17), 
ILKPVKKKKIKR (SEQ ID NO : 18), 
KPVKKKKIKREI (SEQ ID NO : 19), 
VKKKKIKREIKI (SEQ ID NO : 20), 
KKKIKREIKILQ (SEQ ID NO : 21), 
KIKREIKILQNL (SEQ ID NO: 22), 

et enfin les sequences du site 3 KILRLIDWGLAEFTHP (SEQ ID NO : 5) 
soit le peptide de sequence KILRLIDWGLAE (SEQ ID NO : 23), le peptide 
de sequence LRLIDWGLAEFY (SEQ ID NO : 24), ou le peptide de 
sequence LIDWGLAEFYHP (SEQ ID NO : 25). 

De preference, I'invention porte sur un peptide derive de la proteine 
CK2a du parasite Theileria parva caracterise en ce que son administration 
reduit le developpement parasitaire. 

Un autre mode de realisation des peptides de I'invention est 
caracterise en ce que les peptides sont derives de la proteine tau. La 
sequence tau presente un motif correspondant au site de liaison de la 
proteine E4orf4 d'adenovirus. Dans le cas de la maladie d'Alzheimer, la 
proteine tau est regulee par la proteine phosphatase 2A. De tels peptides 
seraient done utiles dans le traitement de la maladie d'Alzheimer. 

Les peptides identifies par la methode de I'invention sont 
particulierement utiles dans le traitement de certaines tumeurs, de 
certaines infections virales ou parasitaires. L'homme du metier peut 
selectionner, a I'aide de tests de competition de liaison, de nouveaux 
peptides, derives des sequences identifiees selon la methode de 
I'invention, lesdits peptides inhibant de maniere competitive la liaison de la 
proteine native dont il derive avec une holoenzyme PP2A ou I'une de ses 
sous-unites. 

Ainsi, I'invention concerne egalement un peptide nature! ou 
synthetique, tel que defini plus haut, caracterise en ce qu'ii inhibe de 
maniere competitive, I'interaction de la proteine native dont il derive avec 
une holoenzyme PP2A ou I'une de ses sous-unites. 
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Les peptides selon Invention, pour etre efficace in vivo dans le 
traitement de certaines tumeurs ou certaines infections virales ou 
parasitaires, peuvent etre couples a un vecteur capable de transferer ledit 
peptide dans une cellule eucaryote. La faille reduite des peptides de 
('invention leur permet de traverser plus facilement la membrane cellulaire. 
^utilisation de vecteurs appropries permet en outre de cibler les peptides a 
certains tissus, certaines cellules, voire certains compartiments cellulaires 
particuliers, et notamment, le cytoplasme ou le noyau des cellules, en 
fonction de I'effet therapeutique recherche. 

A titre d'exemple, la demande de brevet WO 97/02840 decrit des 
vecteurs susceptibles d'etre couples aux peptides de ('invention pour le 
transfert des peptides couples a ces vecteurs dans les cellules. 

L'invention porte naturellement sur les moyens permettant la 
synthese des peptides de l'invention. En particulier, l'invention porte sur un 
polynucleotide caracterse en ce que sa sequence consiste en la sequence 
codante d'un peptide selon ('invention. Des polynucleotides preferes sent 
les polynucleotides dont la sequence est choisie parmi I'une des sequences 
suivantes 

SEQ IDs NO : 26 

(5'GTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTT 
CAGAATT), 

NO : 27 

(5'CGACATAGCAGAATAGGCATTATTCAACAGAGGAGAACAAGAAATG 
GA), 

NO : 28 

(5'-AGGMGATCGGMGAGGGMGTTCAGTGAAGTTTTTGAGGGA) 
NO : 29 



(5'ACAGTAACGAAGGATAAATGCGTAATAAAAATCCTAAAGCCTGTAAA 
GAAGAAGAAAATCAAGAGAGAGATTAAGATTCTACAGAACCTA), 
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ou NO : 30 

(5'AAAATACTAAGGCTAATTGACTGGGGATTAGCTGAGTTTTACCACCC 
A), codant respectivement les peptides NO : 1-5. 

5 II peut etre avantageux de synthetiser un polypeptide comprenant la 

repetition des motifs peptidiques identifies par le procede de ('invention. Par 
consequent, I'invention porte sur un polynucleotide caracterise en ce qu'il 
consiste en un multimere du polynucleotide codant pour un peptide de 
I'invention. (.'invention porte egalement sur un polypeptide caracterise en 

10 ce qu'il est constitue de la repetition d'un peptide selon I'invention. 

L'invention porte egalement sur un vecteur d'expression cellulaire, 
caracterise en ce qu'il comporte un polynucleotide tel que defini plus haut 
et des sequences regulatrices permettant I'expression d'un peptide selon 
I'invention dans une cellule note. 

15 L'invention vise egalement la methode de preparation d'un peptide 

tel que defini selon l'invention, comprenant la transformation d'un note 
cellulaire a I'aide d'un vecteur d'expression cellulaire tel que defini plus 
haut, suivi de la mise en culture de I'hote cellulaire ainsi transforme, et la 
recuperation du peptide dans le milieu de culture. 

20 L'invention porte en outre sur un anticorps purifie polyclonal ou 

monoclonal caracterise en ce qu'il est capable de lier de fagion specifique 
un peptide selon l'invention. 

Des anticorps specifiquement diriges contre les peptides identifies 
par le procede de l'invention sont obtenues, par exemple par immunisation 

25 d'un animal apres injection d'un peptide selon l'invention, et recuperation 
des anticorps produits. Un anticorps monoclonal peut etre obtenu selon les 
techniques connues de I'homme du metier telle que la methode des 
hybridomes decrites par Kohler et Milstein (1975). 

Les anticorps obtenus, specifiquement diriges contre des cibles de la 

30 proteine phosphatase 2A trouvent leur application en particulier dans 
I'immunotherapie. lis peuvent par exemple servir d'antagonistes de 
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proteines virales ou parasitaires diriges contre la proteine phosphatase 2A 
afin de bloquer le developpement viral ou parasitaire. 

De meme, les polynucleotides codant les peptides de I'invention 
peuvent etre directement transferes au noyau de cellules cibles, le cas 
echeant a I'aide de vecteurs appropries, afin de permettre I'expression in 
vivo des peptides correspondants, lesdits peptides etant susceptibles de 
bloquer par inhibition competitive une interaction specifique entre la 
proteine phosphatase 2A et la proteine virale ou parasitaire dont ils 
derivent. 

Ainsi, I'invention porte sur une composition pharmaceutique 
comprenant un des elements choisis parmi un polynucleotide selon 
I'invention ou un anticorps selon I'invention. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant I'un des peptides de I'invention en combinaison avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention vise en outre une utilisation d'un peptide de I'invention 
defini plus haut, dans la preparation d'un medicament utile dans le 
traitement d'une infection virale ou parasitaire. 

L'invention vise preferentiellement I'utilisation d'un peptide dont la 
sequence derive d'un fragment de la proteine Vpr, tel que defini plus haut, 
dans la preparation d'un medicament apte a inhiber I'infection au VIH. 

Les peptides de l'invention peuvent etre avantageusement choisis de 
maniere a stimuler I'induction de I'apoptose liee a I'activation de la proteine 
phosphatase 2A cellulaire. Ainsi, I'invention concerne egalement I'utilisation 
d un peptide selon I'invention, tel que defini plus haut, dans la preparation 
d'un medicament apte a induire I'apoptose de cellules cibles, et en 
particulier de cellules tumorales. 

Un autre aspect prefere de l'invention concerne I'utilisation d'un 
peptide dont la sequence derive d'un fragment de la proteine CK2a, dans la 
preparation d'un medicament apte a inhiber I'infection parasitaire. Plus 
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particulierement, invention vise I'utilisation d'un peptide dans la 
preparation d'un medicament utile dans le traitement du paludisme. 

[.'infection virale ou parasitaire se traduit par une expression 
specifique des proteines comprenant les sequences de peptides de 
I'invention. Les sequences codant les peptides de I'invention peuvent done 
etre utilisees comme sonde pour detecter, de maniere specifique, a partir 
d'ARN extrait d'un echantillon biologique d'un patient, une infection virale 
ou parasitaire specifique. 

De meme, un anticorps selon I'invention peut etre utilise pour 
reconnaitre specifiquement les sequences peptidiques contenues dans les 
proteines virales ou parasitaires exprimees lors de I'infection. 

Ainsi, I'invention porte done sur I'utilisation d'un polynucleotide selon 
I'invention ou d'un anticorps selon I'invention dans le diagnostic in vitro de 
pathologies parasitaires ou virales. 

La partie experimental qui suit illustre une application de la 
methode d'identification des peptides de I'invention a identification de 
peptides issus de la proteine Vpr du VIH-1 et de la proteine CK2a du 
parasite Theileria parva. 



DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : Criblage d'une membrane contenant des peptides recouvrant la 
sequence Vpr de HIV-1 avec la sous-unite structurale A de PP2A (A) et 
I'holoenzyme PP2A1(B). 

Le recouvrement de la s equence des quatre peptides 54-57 definit la 
sequence du site 2 VEALIRILQQLLFIHFRI (SEQ ID NO : 1) 
Peptide 54 : VEALIRILQQLL 
Peptide 55 : ALIRILQQLLFI 
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Peptide 56 : IRILQQLLFIHF 
Peptide 57 : ILQQLLFIHFRI 

Le recouvrement de la sequence des tr o is peptides 64 a 66 definit la 
sequence du s ite 1 RHSRIGIIQQRRTRNG (SEQ ID NO : 2) 
Peptide 64 : RHSRIGIIQQRR 
Peptide 65: SRIGIIQQRRTR 
Peptide 66 : IGIIQQRRTRNG 



Fi 9 ure 2 : Criblage d'une membrane contenant des peptides recouvrant la 
sequence de CK2a de Theileria avec (A) la sous-unite structural A de 
PP2A et (B) I'holoenzyme PP2A1. 



Le recouvrement de la sequence des deux peptides definit la 
sequence du site 1 RKIGRGKFSEVFEG (SEQ ID NO : 3) 
Peptide 66 : RKIGRGKFSEVF 
Peptide 67 : IGRGKFSEVFEG 
Le recouvrement de la sequence des dix peptides 74-83 definit la 
sequence du site 2 TVTKDKCVIKILKPVKKKKIKREIKILQNL 
(SEQ ID NO : 4) 



Peptide 74 
Peptide 75 
Peptide 76 
Peptide 77 
Peptide 78 
Peptide 79 
Peptide 80 
Peptide 81 



TVTKDKCVIKIL 
TKDKCVIKILKP 
DKCVIKILKPVK 
CVIKILKPVKKK 
IKILKPVKKKKI 
ILKPVKKKKIKR 
KPVKKKKIKREI 
VKKKKIKREIKI 
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Pe Ptide 82 : KKKIKREIKILQ 
Pe P tid e 83 : KIKREIKILQNL 

Le recouvrement de la sequence des trois peptides definit la 
sequence du site 3 KILRLIDWGLAEFTHP (SEQ ID NO : 5) 
Peptide 129 : KILRLIDWGLAE 
Peptide 130: LRLIDWGLAEFY 
Peptide 131 : LIDWGLAEFYHP 

PARTIE EXPERIMENTAL 

A. Materiels et methods 
A.1 Les proteines PP2A purifiees 

La proteine trimerique PP2A1 a ete purifiee a homogeneite a partir de 
cerveau de pore 

Une sous-unite structurale recombinante de PP2A a ete exprimee chez E. 
coli et purifiee selon le protocole decrit par Cohen et al. (Cohen P., 
Alemany S, Hemmings BA, Resink TJ, Stralfors P., Tung HY. Protein 
phosphatase-1 and protein phosphatase-^ from rabbit skeletal muscle. 
Methods Enzymol. 1988 159, 390-408), ou celui decrit par Bosch et al., 
(Bosch M, Cayla X, Van Hoof C, Hemmings BA, Ozon R., Merlevede W, 
Goris J. The PR55 and PR65 subunits of protein phosphatase 2A from 
Xenopus laevis. Molecular cloning and developmental regulation of 
expression. Eur J. Biochem. 1995 230,1037-45). 



2827866 



20 



A.2 -Methode ^identification des sites de liaison de Vpr cfe vih 
et CK2g de Theileri a pan/a (T.parva )avec PP2A 

Des peptides de liaison derives des proteines CK2a (codee par le 
protozoaire T^arva) ou Vpr (codee par le virus VIH-1) avec PP2A ont ete 
identifies en utllisant la technique des « peptides spot » precedemment 
decrite (Frank et Overwing. (1996). Meth. Mol. Biol. 66,149-169). 

La methode a consiste a synthetiser in situ sur une membrane de 
cellulose, a des positions definies, des dodecapeptides, dont ('ensemble 
des sequence recouvre la totalite de la sequence de la proteine d'interet 
(Vpr ou CK2a). Les peptides de deux spots consecutifs sur la membrane, 
se chevauchent avec un decalage de deux acides amines. 

Soixante huit (68) dodecapeptides recouvrant toute la sequence de la 
proteine Vpr de VIH-1 et deux cent cinq (205) dodecapeptides recouvrant 
la sequence de la proteine CK2a de Theileria ont ete synthases et lies de 
facon covalente a des membranes de cellulose. 

Chaque membrane ainsi preparee est d'abord saturee 1 heure a 
temperature ambiante avec du TBS contenant 5% de regilait ecreme et 3% 
de BSA puis incubee une nuit dans le meme tampon en presence de 
4ug/ml de proteine purifiee (sous-unite A de PP2A ou holoenzyme PP2A1). 
L'interaction specifique de chaque proteine purifiee (respectivement la 
sous-unite structural A ou I'holoenzyme trimerique PP2A1) avec une 
sequence peptidique est revelee, comme un western blot, apres incubation 
de la membrane avec un anticorps dirige centre la proteine structurale A 
(Figures 1A et 2A) et avec un melange d'anticorps reconnaissant les 
proteines A,B, et C de PP2A (Figures 1 B et 2B). 

Les membranes sont lavees 5 fois 15 minutes avec un tampon 
classique JBSJ (TBS + TWEEN), utilise pour I'incubation puis a nouveau 
incubees 1 heure a temperature ambiante avec un second anticorps 
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(couple a la peroxydase). Enfin, les membranes sont lavees 5 fois 15 
minutes avec le tampon TBST et revelees. 

B. RESULTATS ET DISCI iSSinM 



B.1 Identification de sequences peptidiques contenant des 
s.tes de liaison de proteines codees par deux agents pathogenes 
(VIH-1 et T.parva) avec des PP2A (PP2A1 et sous-unite A). 

Les resultats obtenus apres I'incubation des membranes contenant 
les peptides recouvrant les sequences de Vpr de VIH-1 et CK2a de 
T.parva avec Isoenzyme PP2A trimerique purifiee ont permis de 
determiner cinq sequences de peptides de Vpr et de CK2cc capables de lier 
specifiquement PP2A et presentees dans le tableau ci-apres : 

^^!2^r^T ldlq ~ contenant des sites de iiaison de ^ 





Sous-unite A 


PP2A1 


hiv-1 vpr 


RHSRIGIIQQRRTRNG 
VEALIRILQQLLFIHFRI 


RHSRIGIIQQRRTRNG 


Sitei 

T.parva Ck2 a Si,e2 

Site 3 


RKIGRGKFSEVFEG 

TVTKDKCVIKILKPVKKKKIKREIKILQNL 
KILRLIDWGLAEFYHP 


KILRLIDWGLAEFYHP 



Plus precisement, deux sequences peptidiques contenant un site de 
liaison de Vpr de VIH-1 avec la proteine PP2A1 (Fig. 1B. "site 1") et avec la 
sous-unite A (Fig.lA "site 1" et "site 2") ont ete identifiees. Trois 
sequences peptidiques contenant un site de liaison de CK2a de T parva 
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avec la proteine PP2A1 (Hg.2B "site 3") et avec la sous-unite structural A 
ont aussi ete identifies (Fig.2A" site 1", " site 2" et "site 3"). 

B.2 Interet de I'utilisation des peptides de Vpr de VIH-1 T .i r, an * 
PP2A 



[.'expression, exogene ou due a ['infection provirale, de Vpr de VIH-1 
induit I'apoptose des cellules HeLa, des lignees lymphoides T et des 
lymphocytes primaires (Stewart et a/., 1997 J Virol 71: 5579-9). (.'utilisation 
de mutants Vpr a dans un premier temps permis de correler cet effet a 
('arret des cellules en phase G2 du cycle cellulaire. Plus recemment on a 
montre que Vpr peut aussi induire I'apoptose independemment de I'arret en 
G2 (Nishizawa et at. 2000 Virology 27: 16-26). 

II a ete rapporte que ('activation de PP2A apres interaction avec la 
proteine adenoviral E4orf4, induit I'apoptose dans les cellules 
transformees (Shtrichman R et al., 2000 Oncogene 19: 3757-3765). De 
fagon analogue ('expression de Vpr induit aussi I'apoptose dans les cellules 
transformees (Stewart era/. 1999, PNAS 96: 12039-12043). 

Par aiileurs, ('analyse des mutants de Vpr connus dans I'etat de la 
technique indique que les peptides identifies par le precede de ('invention et 
Kant specifiquement (a proteine PP2A, contiennent des sequences qui 
correlent avec celles requises pour I'effet pro-apoptotique de Vpr. 

Ainsi, les fragments des proteines virales, Vpr et E4orf4 qui 
interagissent avec PP2A et identifies par le precede de Invention 
pourraient etre utiles pour induire I'apoptose des cellules tumorales. 

Les peptides identifies sent aussi naturellement utiles dans ('inhibition 
de ('infection par le VIH, voire d'autres virus apparentes. 
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B.3 Interet de I'utilisation des sequences de CK2 a de T.parva qui 
lient PP2A 

[.'utilisation de I'acide okadai'que et de Pantigene petit t de SV40 a 
permis de demontrer que la PP2A controle la proliferation cellulaire via une 
nouvelle cascade de phosphorylations impliquant la PI3-kinase, la PKC % 
(identifiee comme une MAP-Kinase-Kinase-Kinase ou MEKK), la proteine 
MEK et les deux MAP-Kinases ERK-1 et ERK-2 et les facteurs de 
transcription NF-kB et Sp1 (Sontag.E., Sontag.J.M., Garcia.A . (1997). 
EMeO.J.,16, 5662-5671; Ayllon, V., Martinez-A., C, Garcia. A.. Cayla, X. 
and Rebollo, A (2000). EMBO J. 19, 1-10, A.Garcia. S.Cereghini., E.Sontag 
(2000). J.Biol Chem. 275 :9385-9389). Par ailleurs le role de PP2A dans la 
regulation de la cascade des MAP-kinases a aussi ete suggere par les 
travaux de Pequipe de Chambaz (Heriche et al. (1997), Science, 276: 952- 
955) qui ont montre que la surexpression de la sous-unite CK2a cellulaire 
active PP2A qui dephosphoryle la proteine Mek. 

Les travaux de Ole-Moi et coll. (EMBO J. (1993) 12: 1621-1631) ont 
montre que la transformation par Theileria induit une hyperphosphorylation 
des proteines de I'hote. Cet effet est en partie du a Pactivation constitutive 
de la CK2 cellulaire qui serait elle meme dependante de Paction d'une sous 
unite de type CK2a codee par le parasite et secretee dans le cytosol de la 
cellule transformee. 

Comme indique ci-dessous, la comparaison des sequences 
identifies par le procede de I'invention correspondant aux trois sites de 
liaison avec PP2A permet d'identifier la presence d'un motif du type: K-l- 
G/L-R/K qui est partiellement repete dans le site 2 
Site 1 : [RiGR] 

Site 2: gjLgPVKKI^KiKRlEp^NL, 

Site 3 : IKIL RlLI (duplication partielle KIL/RLI). 
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II est interessant de noter que le site de liaison de I'ATP de CK2a 
recouvre partiellement le site 1 et le site 2, ce qui suggere une inhibition de 
I'activite kinase apres interaction de CK2a avec la sous-unite A. Par 
ailleurs, comme on peut le constater dans le tableau 2 ci-apres, les trois 
5 sequences contenant les sites de liaison de CK2a de T. parva avec PP2A 
sont conservees parmi plusieurs especes comprenant les parasites 
P. Falciparum et Leishmania. 

Tableau 2 Comparaison des diverses sequences de CK2 a avec les 
10 peptides de T.parva contenant les sites de liaison avec PP2A (les 

sequences de P.falciparum sont deduites d'une EST, les autres viennent 
de la Banque genomique « Swissprot »). Seuls les residus qui different de 
la sequence de T. parva sont indiques. 

is Site 1 

T.parva /Leishmania R KIGRGKFSEV FEG 

Pfalciparum/Bov'mefDktyo § 



Site 2 

T.parva TVTK D K C VIKI LKPVKKKKIKREIKI LQNL 

Pfalciparum icflii A V 

Bovine NN- E V | 

Leishmania NN|1v V V ■ 

Leishmania |vf|Q V - L fHf T 

Dictyo 



Site 3 

T.parva K I L RLIDWGLAEFYH P 
Leishmania H I 
Pfalciparum RC "" 
Bovine 
Dictyo 



: HI 
n RQ 1 

if 
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L'analyse fine des interactions suggere que les CK2a de ces 
differentes especes devraient interagir avec PP2A; par exemple le peptide 
131 de CK2cc de T.parva decrit a la figure 2 et dans lequel les quatre 
premiers acides amines du site 3 sont deletes est capable de lier PP2A. 
Ceci suggere que les CK2a de Leishmania, de P.falciparum qui different 
pour les 3 premiers acides amines devraient lier PP2A. Ceci est consistant 
avec le fait que le motif KILRLI presente une duplication de K/R-ll/L-l/L qui, 
dans un contexte basique, pourrait etre un site de liaison pour PP2A. 

La presence, a I'interieur de la cellule de ces peptides, correspondant 
aux sites de liaison in vivo des proteines avec PP2A, pourrait done 
contrarier le developpement de ces parasites. 

B.4 Preparation de compost permettant rip tr a n«fe, a , hn 
peptides de I nvention dan S les cellules 

A partir d'anticorps anti-ADN qui sont capables de penetrer les 
cellules vivantes, I'equipe du Pr Avrameas (A. Avrameas et al PNAS 
(1998) 95, 5601-5606) a derive des peptides qui peuvent faire penetrer 
dans les cellules des petits peptides ou des proteines de poids tres eleves 
comme des anticorps, des enzymes et des p.asmides. II est possible de 
tester la survie des cellules cancereuses et la replication des cellules 
•nfectees par le virus VIH-1, apres la mise en contact de ces cellules avec 
des peptides resultant de la fusion du peptide de penetration genere par la 
methode de Diatos avec les peptides represents les sites de liaison de 
PP2A avec HIV-Vpr et CK2a de Theileria. En inhibant de facon competitive 
les .nteractions des proteines codees par des pathogenes avec des PP2A, 
-I serait possible d'inhiber les effets lies a la regulation du systeme PP2A 
par ces memes pathogenes. 
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Ceci peut avoir deux consequences tres interessantes : 

- Inhiber I'infection du V1H en utilisant les peptides Vpr. 

-Induire I'apoptose dans les cellules transformees (en utilisant les peptides 
Vpr et CK2oc) ou encore, 

- perturber certaines infections parasitaires (paludisme) (Peptides CK2a 
de P. Falciparum). 



2827866 



27 

REVENDICATIONS 

1. Peptide d'une taille inferieure a 30 acides amines, de preference 
inferieure a 20 acides amines, caracterise en ce qu'il lie in vitro, de 
maniere specifique, une holoenzyme proteine phosphatase de type 
2A ou I'une de ses sous-unites et en ce qu'il s'agit 

a) d'un fragment d'une proteine virale, parasitaire ou cellulaire, 
choisie parmi les sequences suivantes : antigene t de SV40 
ou de polyome, antigene moyen t de polyome, sous unite de 
PP2A de type B (B, B', B"), CXCR2 (recepteur de 
chemokine), CK2a, CaMIV, p70S6-kinase, Pak1/Pak3, 
Tap42/alpha 4, PTPA, Set/I 1/I2-PP2A, E4orf4, tau, CD28 ou 
Vpr; ou, 

b) une sequence se distinguant du fragment de proteine defini 
en a) par substitution ou deletion d'acides amines, ladite 
sequence distincte conservant neanmoins les proprietes de 
liaison a la proteine phosphatase de type 2A ou I'une de ses 
sous-unites. 

2. Peptide selon la revendication 1 caracterise ce que ladite proteine 
virale, parasitaire ou cellulaire est la proteine Vpr du virus VIH. 

3. Peptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce ladite 
proteine Vpr est issue du virus VIH-1 ou VIH-2. 

4. Peptide selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il est inclus 
dans I'une des sequences suivantes : 

a) VEALIRILQQLLFIHFRI (SEQIDNO:1), 

b) RHSRIGIIQQRRTRNG (SEQ ID NO:2), ou 

c) une sequence se distinguant de SEQ ID NO :1 ou SEQ ID 
NO :2 par substitution ou deletion d'acides amines, ladite 
sequence distincte conservant neanmoins les proprietes de 
liaison pour la proteine phosphatase de type 2A ou I'une de 
ses sous-unites. 
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5. Peptide selon la revendication 1 caracterise en ce que ladite 
proteine virale, parasitaire ou cellulaire est la proteine CK2a. 

6. Peptide selon la revendication 1 ou 5 caracterise en ce que ladite 
proteine CK2a est issue du parasite Theileria parva. 

7. Peptide selon la revendication 6 caracterise en ce qu'il est inclus 
dans I'une des sequence suivantes : 

a) RKIGRGKFSEVFEG (SEQ ID NO :3), 

b) TWKDCVIKILKPVKKKKIKREIKILQNL (SEQ ID NO: 4), 

c) KILRLIDWGLAEFYHP (SEQ ID NO: 5), ou, 

d) Une sequence homologue de SEQ ID NO :3, SEQ ID NO :4 
ou SEQ ID NO :5 derivee de P. falciparum ou leishmania, ou, 

e) une sequence se distinguant des sequences mentionnees ci- 
dessus par substitution ou deletion d'acides amines, ladite 
sequence distincte conservant neanmoins les proprietes de 
liaison a la proteine phosphatase 2A ou I'une de ses sous- 
unites. 

8. Peptide selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il 
est couple a un vecteur capable de transferer tedit peptide dans une 
cellule eucaryote. 

9. Peptide selon la revendication 4 pour son utilisation pour induction 
de I'apoptose des cellules tumorales. 

10. Peptide selon la revendication 6 pour son utilisation pour la reduction 
du developpement parasitaire. 

11. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 8 pour son 
utilisation pour I'inhibition de maniere competitive, de I'interaction de 
la proteine native dont il est issu avec une holenzyme PP2A ou I'une 
de ses sous-unites. 

12. Polypeptide caracterise en ce qu'il est constitue de la repetition d'un 
peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 8. 
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13. Polynucleotide caracterise en ce que sa sequence consiste en la 
sequence codante d'un peptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8. 

14. Polynucleotide caracterise en ce que sa sequence est choisie parmi 
I'une des sequences suivantes SEQ ID NO : 26 , NO : 27, NO : 28, 
NO : 29 ou NO : 30. 

15. Polynucleotide caracterise en ce qu'il consiste en un multimere du 
polynucleotide selon la revendication 13. 

16. Vecteur d'expression cellulaire, caracterise en ce qu'il comporte un 
polynucleotide selon I'une des revendications 13 a 15 et des 
sequences regulatrices permettant I'expression d'un peptide selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 8 dans une cellule note. 

17 Anticorps purifie polyclonal ou monoclonal caracterise en ce qu'il est 
capable de lier de facon specifique I'un quelconque des peptides 
selon I'une des revendications 1 a 8. 

18. Composition pharmaceutique comprenant I'un des peptides selon 
I'une des revendications 1 a 8 en combinaison avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

19. Composition pharmaceutique comprenant un des elements choisis 
parmi un polynucleotide selon I'une des revendications 13 a 15, un 
vecteur d'expression selon la revendication 16 ou un anticorps selon 
la revendication 17. 

20. Utilisation des peptides definis selon I'une des revendications 1 a 8 
dans la preparation d'un medicament utile dans le traitement d'une 
infection virale ou parasitaire. 

21. Utilisation d'un peptide defini selon I'une des revendications 2 a 4, 
dans la preparation d'un medicament apte a inhiber I'infection au 
VIH. 

22. Utilisation d'un peptide defini selon I'une des revendications 5 a 8, 
dans la preparation d'un medicament apte a induire I'apoptose de 
cellules cibles, et en particulier de cellules tumorales. 
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23. Utilisation d'un peptide defini selon I'une des revendications 6 a 8, 
dans la preparation d'un medicament apte a inhiber I'infection 
parasitaire. 

24. Utilisation d'un peptide defini selon I'une des revendications 6 a 8, 
dans la preparation d'un medicament utile dans le traitement du 
paludisme. 

25. Utilisation d'un polynucleotide selon I'une des revendications 13 a 15 
ou d'un anticorps selon la revendication 17 dans le diagnostic in vitro 
de pathologies parasitaires ou virales. 

26. Methode d 'identification d'un peptide dont la sequence est issue 
d'une proteine virale, parasitaire ou cellulaire, ledit peptide liant 
specifiquement une holoenzyme proteine phosphatase de type 2A 
ou I'une de ses sous-unites, ladite methode comprenant les etapes 
consistant a : 

a) deposer sous forme de spots, sur un support, des peptides 
dont la sequence est issue d'une proteine virale, parasitaire 
ou cellulaire, chaque spot correspondant au depot d'un 
peptide de sequence definie, '* 

b) mettre en contact le support solide avec une solution 
contenant I'holoenzyme proteine phosphatase 2A ou I'une de 
ses sous-unites, dans des conditions permettant aux peptides 
presents sur le support, de lier I'holoenzyme ou I'une de ses 
sous-unites, et, 

c) a identifier sur le support solide, le peptide sur lequel se fixe 
la proteine phosphatase 2A ou I'une de ses sous-unites. 

27. Methode selon la revendication 26 caracterisee en ce que les 
peptides deposes sous forme de spot sont d'une taille inferieure a 20 
acides amines, de preference inferieure a 15 acides amines. 

28. Methode selon I'une quelconque des revendications 26 ou 27 
caracterisee en ce que les peptides sont deposes sur une 
membrane de cellulose. 
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31 

29. Methode selon I'une quelconque des revendications 26 a 28 
caracterisee en ce que I'ensemble des peptides deposes recouvre la 
sequence complete de la proteine virale, parasitaire ou cellulaire 
dont les sequences sont issues. 

30. Methode de preparation d'un peptide tel que defini selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 8 comprenant la transformation 
d'un note cellulaire a I'aide d'un vecteur d'expression cellulaire tel 
que defini a la revendication 16, suivi de la mise en culture de I'hote 
cellulaire ainsi transforme, et la recuperation du peptide dans le 
milieu de culture. 
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<110> INSTITUT PASTEUR 

<120> PEPTIDES SYNTHETIQUES OU NATURELS LI ANT LA PROTEINE 
PHOSPHATASE 2A, METHODE D 1 IDENTIFICATION ET 
UTILISATIONS. 

<13 0> 4894_DBO 

<140> 
<141> 

<160> 52 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 1 

Val Glu Ala Leu He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He His Phe 
IS io is 

Arg He 



<210> 2 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 2 

Arg His Ser Arg He Gly He He Gin Gin Arg Arg Thr Arg Asn Gly 
15 io 15 



<210> 3 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Theileria parva 

<400> 3 



1 
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Arg Lys lie Gly Arg Gly Lys Phe Ser Glu Val Phe Glu Gly 



<210> 4 
<211> 29 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 4 

Thr Val Thr Lys Asp Cys Val He Lys He Leu Lys Pro Val Lys Lys 
15 10 15 

Lys Lys He Lys Arg Glu He Lys He Leu Gin Asn Leu 
20 25 



<210> 5 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 5 

Lys He Leu Arg Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu Phe Tyr His Pro 
15 io 15 



<210> 6 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 6 

Val Glu Ala Leu He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu 
15 io 



<210> 7 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 7 

Ala Leu He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He 



2 
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15 10 



<210> 8 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 8 

He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He His Phe 
15 10 



<210> 9 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 9 

He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He His Phe Arg 
1 5 10 



<210> 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 10 

Arg His Ser Arg He Gly He He Gin Gin Arg Arg 
15 io 



<210> 11 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 11 

Ser Arg He Gly He He Gin Gin Arg Arg Thr Arg 
15 io 
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<210> 12 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 12 

lie Gly He He Gin Gin Arg Arg Thr Arg Asn Gly 



<210> 13 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 13 

Thr Val Thr Lys Asp Lys Cys Val He Lys lie Leu 



<210> 14 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 14 

Thr Lys Asp Lys Cys Val He Lys He Leu Lys Pro 



<210> 15 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 15 

Asp Lys Cys Val He Lys He Leu Lys Pro Val Lys 



<210> 16 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Theileria parva 
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<400> 16 

Cys Val He Lys He Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys 
15 10 



<210> 17 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 17 

He Lys He Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He 



<210> 18 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 18 ' 

He Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg 



<210> 19 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 19 

Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg Glu He 



<210> 20 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 20 

Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg Glu He Lys He 



5 



<210> 21 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 21 

Lys Lys Lys He Lys Arg Glu He Lys He Leu Gin 



<210> 22 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 22 

Lys He Lys Arg Glu He Lys lie Leu Gin Asn Leu 



<210> 23 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 23 

Lys He Leu Arg Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu 



<210> 24 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 



<400> 24 

Leu Arg Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu Phe Tyr 
1 5 io 
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<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 25 

Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu Phe Tyr His Pro 
15 10 



<210> 26 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> virus HIV 

<400> 26 

gtggaagcct taataagaat tctgcaacaa ctgctgttta ttcatttcag aatt 54 



<210> 27 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> virus HIV 

<400> 27 

cgacatagca gaataggcat tattcaacag aggagaacaa gaaatgga 



<210> 28 
<211> 42 
<212> ADN 

<213> Theileria parva 
<400> 28 

aggaagatcg gaagagggaa gttcagtgaa gtttttgagg ga 



<210> 29 
<211> 90 
<212> ADN 

<213> Theileria parva 
<400> 29 

acagtaacga aggataaatg cgtaataaaa atcctaaagc ctgtaaagaa gaagaaaatc 60 
aagagagaga ttaagattct acagaaccta 90 



:210> 30 
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<211> 48 
<212> ADN 

<213> Theileria parva 
<400> 30 

aaaatactaa ggctaattga ctggggatta gctgagtttt accaccca 4 8 



<210> 31 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 31 

Val Glu Ala Leu He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu 



<210> 32 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 32 

Ala Leu He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He 



<210> 33 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 33 

He Arg He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He His Phe 



<210>' 34 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 34 

He Leu Gin Gin Leu Leu Phe He His Phe Arg He 
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<210> 35 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 35 

Arg His Ser Arg He Gly He He Gin Gin Arg Arg 



<210> 36 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 36 

Ser Arg He Gly He He Gin Gin Arg Arg Thr Arg 



<210> 37 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> virus HIV 

<400> 37 

He Gly He He Gin Gin Arg Arg Thr Arg Asn Gly 



<210> 38 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 38 

Arg Lys He Gly Arg Gly Lys Phe Ser Glu Val Phe 
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<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 



<400> 39 

He Gly Arg Gly Lys Phe Ser Glu Val Phe Glu Gly 
1 5 io 



<210> 40 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 40 

Thr Val Thr Lys Asp Lys Cys Val He Lys He Leu 



<210> 41 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 41 

Thr Lys Asp Lys Cys Val He Lys He Leu Lys Pro 



<210> 42 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 

<400> 42 

Asp Lys Cys Val He Lys He Leu Lys Pro Val Lys 



<210> 43 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
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Cys Val He Lys lie Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys 
1 5 10 



<210> 44 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 44 



He Lys He Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He 



<210> 45 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 45 ' 

He Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg 



<210> 46 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 46 

Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg Glu He 



<210> 47 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 47 

Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg Glu lie Lys He 



11 



<210> 48 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 48 

Lys Lys Lys He Lys Arg Glu He Lys He Leu Gin 



<210> 49 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 49 

Lys He Lys Arg Glu He Lys He Leu Gin Asn Leu 



<210> 50 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 50 

Lys He Leu Arg Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu 



<210> 51 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 51 

Leu Arg Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu Phe Tyr 
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<211> 12 
<212> PRT 

<213> Theileria parva 
<400> 52 

Leu He Asp Trp Gly Leu Ala Glu Phe Tyr His Pro 
15 10 



13 
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composes au moyen du resultat a atteindre. Ce manque de clarete est, dans le cas present, 
de nouveau tel qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les revendications 
est impossible. 

En consequence, la recherche n'a ete effectuee que pour les parties des revendications dont 
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